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Wpływ testosteronu na odczyny histochemiczne gonad kurcząt 
w okresie embrionalnym 


BnnuaHne Tecrocrepona Ha TKCTOXUMNUECKHE peAKINMU TOHAĄ UBINJIAT 
B 3MÓDMOHAJIBHBIFI NEDHOĄ 


The Influence of Testosterone on Histochemical Reaction of Chicken Gonads 
in Embryonic Period 


`- 


Okres embrionalny charakteryzuje się dużą wrażliwością gruczołów płciowych 
na działanie hormonów sterydowych (7, 11, 12, 13). Wpływ ich dotyczy zarówno 
komórek somatycznych, jak i płciowych gruczołu. Działanie hormonu na komórkę 
jest bardzo specyficzne i zależy od wielu czynników, między innymi od okresu, 
w którym hormon jest podawany i może w różny sposób wpływać na rozwój go- 
nad (6). Wykazano, że testosteron wstrzyknięty zygocie samczej wywiera wpływ 
na rozwój gonady prowadząc jedynie do zmniejszenia wielkości jąder (testis). Nato- 
miast u zygoty samiczej powoduje często degenerację gonady, a nawet przekształ- 
cenie jej w jądro (14). Pojawiły się prace dotyczące wpływu androgenów i estro- 
genów na rozwój płci zarodka (1, 2). 


Badania podjęte przez nas mają na celu wykazanie zmian histoche- 
micznych i morfologicznych w gonadach zarodków kurzych, otrzymują- 
cych testosteron w drugim lub siódmym dniu rozwoju. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


Doświadczenie wykonano na 200 zarodkach kurzych rasy Brojler, otrzymanych 
z Wylęgarni Drobiu w Lublinie. Wyląg kurcząt przeprowadzano w termostacie 
w temp. 37—38°C przy odpowiedniej wilgotności powietrza. W drugiej i siódmej 
dobie inkubacji zarodkom podawano jednórazowo testosteron (Testosteronum pro- 
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pionatum, prod. Jeleniogórskich Zakładów Farmaceutycznych „Polfa”) metodą do- 
żółtkową (8) w ilości 0,03 ml w stęż. 300 y. 

Grupę A stanowiły zarodki otrzymujące testosteron w drugim dniu rozwoju, 
Grupę B — zarodki otrzymujące hormon w siódmym dniu rozwoju. Grupa I kon- 
trolna otrzymywała w takiej samej ilości rozpuszczalnik, tj. oliwę z oliwek, grupa II 
kontrolna stanowiła tzw. kontrolę „czystą” (nie podawano żadnej substancji). 

W dniu wylęgu kurczęta dekapitowano i pobierano gonady: jądra lub jajniki. 
Na otrzymanym materiale, po uprzednim utrwaleniu w 10% formalinie lub płynie 
Bakera, przeprowadzano następujące reakcje histochemiczne: 1) reakcję na aktyw- 
ność dehydrogenazy 3-$-hydroksysterydowej wg Gabe (4), 2) reakcję z sudanem III 
wg Daddiego, 3) reakcję PAS wg McManusa, 4) reakcję Bracheta, 5) barwienie 
hematoksyling i eozyną oraz 6) barwienie histologiczne wg metody von Giesona. 


WYNIKI BADAŃ 


Jądra. W czasie przeprowadzania eksperymentu zwrócono uwagę, że 
odczyny na aktywność dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej w jądrach 
zarodków kurcząt grupy kontrolnej były wysokie (ryc. 1), natomiast po 
podaniu testosteronu nastąpiło obniżenie aktywności enzymu, ale tylko 
u zarodków, które otrzymywały hormon w drugim dniu rozwoju (ryc. 2). 
Testosteron podawany w siódmym dniu rozwoju zarodka powodował mi- 
nimalne zmiany w aktywności dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej 
w jądrach w porównaniu z grupą kontrolną (ryc. 3). | 

Reakcja PAS na mukopolisacharydy wykazywała wzrost odczynu w ją- 
drach zarodków otrzymujących testosteron, zarówno w drugim, jak i w 
siódmym dniu rozwoju w porównaniu z kontrolą (ryc. 4). Podobnie reak- 
cja na kwasy nukleinowe wg Bracheta w jądrach zarodków kurcząt po 
podaniu hormonu była intensywniejsza niż w kontroli. 

Tłuszcze barwione sudanem III w grupie kontrolnej „czystej”” wystę- 
powały w jądrach zarodków w postaci pomarańczowych kropel w tkance 
łącznej między kanalikami jądra oraz w torebce narządu (ryc. 5). Kontro- 
la „olejowa” wykazała, że u zarodków pod wpływem podania czystego 
oleju nastąpił wzrost substancji tłuszczowej w jądrze. Wzrastała zarówno 
ilość, jak i wielkość kropel tłuszczów. Podawanie testosteronu w drugim 
i siódmym dniu rozwoju zarodka powodowało wzrost odczynu na tłuszcze 
w porównaniu z kontrolą „czystą”, natomiast minimalny wzrost reakcji 
w porównaniu z kontrolą „olejową” (ryc. 6). 

Obrazy histochemiczne w jądrach po barwieniu hematoksyliną i eozy- 
ną oraz metodą von Giesona nie wykazywały istotnych różnie w obu gru- 
pach doświadczalnych. 

Jajniki. W obrazach kontrolnych jajnika zarodków kurzych odczyn 
na dehydrogenazę 3-B-hydroksysterydową zlokalizowany był głównie w 
części rdzennej jajnika w postaci niebieskich ziaren formazanu. Natomiast 
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część korowa jajnika wykazywała słabszą reakcję (ryc. 7). Podawanie 
testosteronu w drugim dniu rozwoju zarodka powodowało niewielkie osła- 
bienie reakcji enzymatycznej. W siódmym dniu rozwoju reakcja uległa 
dalszemu osłabieniu, a odczyńy w postaci małych skupisk widoczne były 
tylko w rdzennej części jajnika (ryc. 8). 

Ilość substancji tłuszczowych w jajnikach zarodków eves po poda- 
niu testosteronu w drugim dniu rozwoju w porównaniu z kontrolą ,,czy- 
stą” nieznacznie wzrastała (ryc. 9), co było bardziej zauważalne w siód- 
mym dniu podawania hormonu i to przede wszystkim w rdzennej części 
jajnika oraz w mniejszych ilościach w części korowej pod torebką na- 
rządu (ryc. 10). 

Substancja PAS dodatnia w jajniku zarodków po podaniu hormonu 
była słabsza w porównaniu z kontrolą. Odczyn na RNA — również słaby. 
Barwienie hematoksyliną i eozyną oraz wg metody von Giesona wykaza- 
ło, że przy iniekcji hormonu w siódmym dniu rozwoju nastąpiło zmniej- 
szenie części korowej jajnika a poszerzenie części rdzennej (ryc. 11). Osła- 
biona była również eozynofilnos¢ komórek (ryc. 12). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW 


Badania prowadzone przez Łukinę (9, 11) wskazują, że hormony 
sterydowe podawane w okresie rozwojowym zarodka wywołują charak- 
terystyczne przeobrażenie gonad. Stwierdzono (9), iż jednorazowa iniekcja 
benzoesanu estradiolu w czwartej dobie rozwoju powoduje feminizację 
lewych gonad męskich embrionów, natomiast w jedenastej dobie nie wpły- 
wa na tempo różnicowania się komórek płciowych. Stąd sądzi się, że okres 
wrażliwości gonad na działanie hormonów (10) jest ograniczony. 

W naszych badaniach wybraliśmy dwa okresy rozwojowe gonad, w 
których podawaliśmy testosteron. Okres I — druga doba rozwoju zarod- 
ka kurczęcia, gdy następuje tworzenie się zawiązków gonad w postaci 
dwóch pasemek będących zgrubieniem listka zarodkowego. Okres II — 
siódma doba rozwoju, gdy obydwa zawiązki gruczołów płciowych jąder 
lub jajników są dobrze widoczne w postaci wałeczkowatych tworów (3, 15). 

Badania nasze wskazują, że zasadnicze zmiany w gonadach męskich 
pod wpływem testosteronu występują w okresie I, tj. gdy hormon był po- 
dawany w drugim dniu rozwoju. Obserwowano wówczas osłabienie reak- 
cji histochemicznej na aktywność dehydrogenazy 3-8-hydroksysterydowej. 
W tym okresie następował wzrost RNA i substancji PAS dodatniej. W 
okresie II, gdy hormon podawano w siódmym dniu rozwoju, wykazano 
minimalne obniżenie aktywności dehydrogenazy 3-P-hydroksysterydowej 
w gonadzie męskiej. Substancje tłuszczowe wykazywały niewielki wzrost, 
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natomiast obserwowano powiększenie całych gonad w porównaniu z kon- 
trolą oraz zwiększenie mukopolisacharydów w tkance łącznej. 

Hampe oraz Weniger i Zeis (cyt. wg 11) wskazują na wię- 
kszą wrażliwość męskich komórek płciowych na hormony płciowe zen- 
skie w okresie I rozwoju niż w późniejszym. Ponadto stwierdzono, że 
testosteron podawany w drugiej dobie rozwoju kurczęcia prowadzi do 
spadku aktywności 3-f-hydroksysterydowej dehydrogenazy i tłuszczów 
w komórkach nadnerczy (5). 

W gonadach żeńskich w okresie I, tj. w drugim dniu podawania testo- 
steronu, obserwowano zmiany w aktywności dehydrogenazy 3-f-hydro- 
ksysterydowej, substancji PAS dodatniej i RNA. Obrazy morfologiczne 
nie wykazywały zasadniczych zmian w porównaniu z kontrolą. Dopiero 
w okresie II, tj. przy podawaniu hormonu w siódmym dniu rozwoju kur- 
częcia, wykazano obniżenie odczynu enzymatycznego na dehydrogenazę 
3-f-hydroksysterydową w części rdzennej gonady, która została znacznie 
powiększona. Wzrosła sudanofilność części rdzennej oraz torebki narządu. 
Nastąpiło nieznaczne osłabienie odczynu na mukopolisacharydy w tkan- 
ce łącznej. 


Wnioski 


1. Działanie testosteronu na gonadę męską jest znacznie większe w 
okresie I jej rozwoju niż w okresie późniejszym. 

2. Wpływ testosteronu na gonadę żeńską jest bardziej widoczny w 
okresie II, tj. w siódmej dobie rozwoju zarodka. 

3. Należy sądzić, że testosteron wpływa na rozwój gonady żeńskiej 
wówczas, gdy nabiera ona cech charakterystycznych dla tego gruczołu, 
natomiast nie uwidacznia się w okresie I, gdy gonady (jądra i jajniki) 
wykazują małe różnice płciowe. 

4. Okres wrażliwości na działanie hormonu uzależniony jest nie tylko 
od okresu podawania testosteronu i jego stężenia, lecz również od płci za- 
rodka. 
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OBJAŚNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Reakcja na aktywność dehydrogenazy 3-B-hydroksysterydowej w gona- 
dzie męskiej kurczęcia kontrolnego. Metoda wg Gabe. Pow. 300X. 

Ryc. 2. Reakcja na aktywność dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej w gona- 
dzie męskiej kurczęcia otrzymującego testosteron w drugim dniu rozwoju. Metoda 
wg Gabe. Pow. 300X. 

Ryc. 3. Aktywność 3-B-hydroksysterydowej dehydrogenazy w gonadzie męskiej 
kurczęcia otrzymującego testosteron w siódmym dniu rozwoju. Metoda wg Gabe. 
Pow. 300X. 

Ryc. 4. Reakcja PAS na mukopolisacharydy w gonadzie męskiej kurcząt otrzy- 
mujących testosteron w drugim dniu rozwoju. Metoda McManusa. Pow. 300X. 

Ryc. 5. Odczyn na tłuszcze w gonadzie męskiej kurcząt kontrolnych. Barwienie 
sudanem III. Pow. 300X. || 

Ryc. 6. Odczyn na tłuszcze w gonadzie męskiej kurcząt otrzymujących testo- 
steron w siódmym dniu rozwoju. Barwienie sudanem III. Pow. 300x. 

Ryc. 7. Reakcja na aktywność dehydrogenazy 3-8-hydroksysterydowej w gona- 
dzie żeńskiej kurczęcia kontrolnego, Metoda wg Gabe. Pow. 300X. 

Ryc. 8. Reakcja na aktywność dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej w gona- 
dzie żeńskiej kurczęcia otrzymującego testosteron w siódmym dniu rozwoju. Metoda 
wg Gabe. Pow. 300X. 

Ryc. 9. Reakcja na tłuszcze w gonadzie żeńskiej kurczęcia otrzymującego testo- 
"steron w drugim dniu rozwoju. Barwienie sudanem III. Fow. 300X. 

Ryc. 10. Odczyny na tłuszcze w gonadzie żeńskiej kurczęcia otrzymującego testo- 
steron w siódmym dniu rozwoju. Barwienie sudanem III. Pow. 300X. 

Ryc. 11. Jajnik kurczęcia kontrolnego. Metoda von Giesona. Pow. 200X. Ą 

Ryc. 12. Jajnik kurczęcia otrzymującego testosteron w siódmym dniu rozwoju. 
Metoda von Giesona. Pow. 200X. 


PE3IOME 


OnbITbI BeIMCh HA KYPMHbIX SMÓPMOHAX, KOTODbIE Ha ADYTOŃ KIM CEĄXbMOŃI AeHb 
3MÓpMOHAaJIBHOŃ XKMI3HM NONYUAJM OAHOKPATHO TECTOCTEDOH (KOHUEHTPALNMA — 300 y). 
B ĄeHb BBLIYNAMKBAHKA NBIIIAT OpAJIM MYŻCKYO MJM MeCHCKYIO TOHAJY M IHIPOBO- 
ANIN TUCTOXKMHYUECKME peaky Ha AKTUBHOCTŁ 3-d-B-cTepoMĄAOBOŃ X4ETMAPOTEHA3bI, 
a TAKE peakUMH Ha KMPLI, MYKONOJKCAXADMĄBI n RNA. 
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Pe3ylbTATbI KCCJHENTOBAHKA NOKAZBIBAIOT, TO TECTOCTEPOH UMeeT oee JHAUK- 
TEHLHOe BIKAHKE Ha PAZ3BUTME MYJKCKOŃ TOHAĄBI, ECHM ero HIPUMEHKM B IEpBbIŃ ne- 
DHOM pa3BUTHA SMÓpuOHa T.e. Ha BTOPOM NeHbL. BIMAHME TECTOCTEPOHA Ha JKEHCKYIO 
roHaqy ÓBLI CHIbHee BO BpeMA BTOporo HepMOĄA T.e. HA CEĄLBMOŃ AeHb PAJZBUTKA. 


SUMMARY 


Testosterone, at a concentration of 300 y, was once given to chick embryos on 
the second and seventh days of their development. On the hatching day male and 
female gonads were collected and histochemical reactions for the activity of 3-ß- 
-hydroxysteroid dehydrogenase, fats, mucopolisaccharides and RNA were performed. 
The findings indicate that testosterone had a greater influence on the development 
of the male gonad, when given in the first period of its development (the second 
day), while the effect of testosterone on the female gonad was higher in the second 
period, i.e. on the seventh day of its development. 


EXPLANATION TO FIGURES 


Fig. 1. Reaction to 3-B-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a male gonad 
of a control chicken. According to the method of Gabe. 300X. 

Fig. 2. Reaction to 3-f-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a chicken male 
gonad after administration of testosterone on the second day of development. Meth- 
od of Gabe. 300X. 

Fig. 3. 3-B-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a chicken male gonad 
after administration of testosterone on the seventh day of development. Method 
of Gabe. 300X. 

Fig. 4. PAS reaction to mucopolysaccharides in a male gonad after administra- 
tion of testosterone on the second day of development. Method of McManus. 300X. 

Fig. 5. Reaction to fats in a male gonad of a control chicken. Sudan III staining. 
300X. | 

Fig. 6. Reaction to fats in a male gonad after administration of testosterone 
on the seventh day of development. Sudan III staining. 300X. 

Fig. 7. Reaction for 3-f-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a female 
gonad of control chicken. Method of Gabe. 300X. 

Fig. 8. Reaction to 3-B-hydroxysteroid dehydrogenase activity of a chicken 
female gonad, after administration of testosterone on the seventh day of develop- 
ment. Method of Gabe. 300X. 

Fig. 9. Reaction to fats in a chicken female gonad after administration of testo- 
sterone on the second day of development. Sudan III staining. 300X. 

Fig. 10. Reaction to fats in a chicken female gonad after administration of testo- 
sterone on the seventh day of development. Sudan III staining. 300X. 

Fig. 11. A control chicken ovary. Van Gieson's method. 200X. 

Fig. 12. A chicken ovary after administration of testosterone on the seventh 
day of development. Van Gieson's method. 200X. 


